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9-Phenylxanthene derivatives (I) are new. Xanthene derivatives of formula (I) are new: R1-R5 = H, alkyl, 
aryl, heteroaryl, alkoxy, CN f OH, halogen, NCO, NCS, COOH (or derivative), S03H (or derivative) or 
optionally substituted amino; R6-R1 1 = H, halogen or optionally substituted alkyl; X, Y = electron- 
withdrawing groups, or one is an electron-withdrawing group and the other is optionally substituted amino. 
Independent claims are also included for the following: (1) a conjugate of a compound (I) and at least one 
biomolecule; (2) a method for determining a substance by detecting a specific binding reaction through a 
change in absorption, fluoresce or fluorescence polarization using the conjugate of (1); and (3) a process 
for preparing compounds (I). 
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Gegenstand der Erfindung sind neue Xanthenderivate 
der Formel I, 



Die folgenden Aitgaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 
Neue Fluoreszenzfarbstoffe und ihre Verwendung als Fluo re szenz marker 

Reste und Fluor-Reste. 

Bei den Resten X und Y handelt es sich um elektronenzie- 
hende Reste, wobei mindestens X oder Y ein solcher Rest 
ist f odef X und Y solche Reste sind. Die Reste X und Y korv 
nen gleich oder verschleden sein. X oder Y kann auch ein 
Amin oder ein substituiertes Amin reprasentieren. 
Mit den erfindungsgema&en Verbindungen werdeh Mo- 
lekCle bereitgestellt, die sich aufgrund ihrer spektralen Ei- 
genschaften (Absorptions maxima im Bereich von ca. 650 
nm und daruber sowie Emissionsmaxima oberhalb 670 
nm) sehr gut als Farbstoffe und insbesondere Fluo res* 
zenzfarbstoffe eignen. 

Die erfindungsgemaSen Verbindungen der Formel die- 
nen zur Herstellung von Fluoreszenzkonjugaten, zu deren 
Einsatz in Immunoassays, zur DNA-Analytik, fur die In vi- 
vo-Diagnostik oder ... 
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worin R1, R2, R3, R4, R5 unabhangig voneinander Was- 
serstoff, Alkyl, Aryl, Alkoxy, Cyano, Hydroxy, Halogen 
oder Carboxyl, Sulfonyl bzw. Derivate davon wie Alkoxy- 
carbonyl, Aryloxycarbbnyl, Aktivester, Saurehalogenide, 
gemtschte Anhydride oder unsubstrtuierte oder subslitu- 
ierte Aminoreste, speziell (i>Aminoalkoho!e, tihAminocar- 
bohsauren oder to-Aminohalogenalkane sein kdnnen. 
Bei den Resten R6, R7, R8, R9, R10, R1 1 handeit es sich un- 
abhangig voneinander um Wasserstoff, Alkyh substitu- 
ierte A Iky I reste oder Halogenid, besonders bevorzugt 
sind Wasserstoff oder Alkylreste mit 1-10 C-Atomen, oder 
Sulfoalkylreste, besonders Sulfo methyl reste oder Chlor- 
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Beschreibung 

Die beans pmchte Erfindung betrifft die Herstellung neuer Fluoreszenzfarbstoffe, deren Absorptionsbereiche oberhalb 
650 om liegen, die Verwendung dieser Farbstoffe zur Markierung von Biomolekiilen und die Verwendung der Marker- 
5 Biomolekul-Konjugate in diagnostischen Systemen. 

Zur Durchfuhrung immunologischer Assays und in der DNA-Analytik werdeD Marker oder Label benotigl, die nach 
Ablauf einer analytspezifischen Reakuon eine Quantifizierung des Analyten erlauben. 

Aufgrund der hohen Sensitive tat haben sich in der letzten Zeilbesonders Fluoreszenzlabel durchgesetzl. So ermoglicht 
die Markierung eines Anlikorpers oder eines Oligo-Nukleotids mil Fluoreszenzfarbstoffen eine direkte Quantifizierung. 
io Weil verbreitete Fluoreszenzfarbstoffe sind beispielsweise FITC (Fluoreszeinisothiocyanat), FLUOS (Fluorescein N- 
Hydroxysuccinimidester), Resorufin und Rhodaminlabel, die aber fur ihre Anregung relaiiv aufwendige Lichtquellen, 
zum Beispiel Argonlaser, benotigen. 

Die rasche Entwicklung preiswerter Laserdioden mil einem Emissionsbereich von 630-780 nm, die sich zudem her- 
vorragend zum Aufbau miniatuhsierter Sysieme eignen, rnacht Farbstoffe wunschenswert, die in diesen WeUeniangen- 
15 bereichen absorbieren. 

In EP-A-0 543 333 werden pentazyklische Rhodarnin-Farbstoffe beschrieben, die als Label eingesetzt werden konnen. 
Die Schwerpunkte der Absorption solcher Farbstoffe liegen im Bereich von 660 nm. 

In der WO 88/047 77 werden PhtbalocyaninfarbstorTe beschrieben, die allerdings mehr als eine funktionelle Gruppe 
besitzen, so dafi sie bei Konjugarion, zum Beispiel mit Antikorpern, zu Vernetzungen und Produktgemischen ftihren, die 
20 einen groBen Reinigungsaufwand erfordern. 

In DE 195 21 231 werden neue Oxazinfarbstoffe und deren Verwendung als Fluoreszenzmarker beschrieben, die ein 
Absorpiionsmaximum bis zu 700 nm besitzen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, Farbstoffe zur Verfiigung zu stellen, die sich fiir eine Kupplupg mit biolo- 
gischen Molekiilen eignen, die uber eine hone Quantenausbeute vertugen, in einem Speklralbereich oberhalb 650 nm ab- 
25 sorbieren und eine moglichst geringe unspezifischeBindung an biologische Verbindungen oder an Festphasen aufwei- 
sen. 

Gelost wird die Aufgabe durch die Erfindung, wie sie in den Anspriichen charakterisiert ist. 
Gegenstand der Erfindung sind neue Xanthenderivate der allgemeinen Formel I, 
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45 worin Rl, R2, R3, R4, R5 unabhangig voneinander Wasserstoff, Alkyl, Aryl, Heieroaryl, Alkoxy, Cyano, Hydroxy, Ha- 
logen, IsocyahaU Isolhiocyanal oder Carboxyl, Sulfonyl bzw. Derivate davon, wie Alkoxycarbonyl, Aryloxycarbonyl 
Akiivcstcr, Saurchalogcnidc, gemischtc Anhydride oder unsubstituicrtc oder substituicrtc bzw. unsubsituicrtc Aminorc- 
ste, speziell co-Aminoalkobole, (O-Aminocarbonsiuren oder 6>Aminohalogenalkane sein konnen. 
Als vorteilhaft hat sich herausgestellt, wenn mindestens ein Rest der Gruppe RL R2, R3, R4, R5 ein Halogen, insbe- 

50 sondere Fluor oder Cblor, darstellt und mindestens ein Rest der Gruppe Rl , R2, R3, R4 t R5 eine funktionelle Gruppe ist, 
bevorzugt eine S&ure-Gruppe, besonders bevorzugt eine Carbons&ure oder ein Carbonsaure-DerivaL 

Bei den Resten R6, R7, R8. R9, R10, Rll handelt es sich unabhangig voneinander um Wasserstoff, Alkyl-, substitu- 
ierte Alkylreste oder Halogenid, besonders bevorzugt sind Wasserstoffe oder Alkylreste mit J- 10 C-Atomen, oder Sul- 
foalkylreste, besonders Sulfomethylreste oder Chlor-Reste und Fluor-Reste. 

55 Mindestens einer der Reste X oder Y ist elektronenziehend. Bevorzugte elektronenziehende Reste sind C-Nukleophile 
aus aktivierten Methylaromaten oder-heteroaromaten, wiez. B. Heteroarylidencyanmethine vom Typ der 2-Benzthiazo- 
lylidencyanmethine bzw. 2- oder 4-Chinolinylidencyanrrtethine oder Malonsaurederivate, wie 2-Propyldinitril-Reste 
oder CyanessigsSureester. 

Mindestens ist X oder Y ein solcher Rest, oder X und Y sind solche Reste. Die Reste X und Y konnen gleich oder ver* 
60 schieden seio. 

Desweiteren kann es sich bei X auch um Amin-, bzw. substiluierte Amin-Resie handeln, besonders bevorzugt sind Al- 
kyl-substituierte bzw. cyclische Amine, wobei dann Y ausgewahli wird aus der Reihe der eleklronenziehenden Reste 
(insbesondere Heteroarylidencyanmethin-Reste bzw. Malonsaurederivate), wie sie oben beschrieben sind. 

Mit den erfindungsgemafien Verbindungen werden Molekiile bereiigestellt, die sich aufgrund ihrer spektralen Eigen- 
65 schaften (Absorptionsmaxima im Bereich von ca. 650 nm und dariiber so wie Emissionsmaxima oberhalb 670 nm) sehr 
gut als Farbstoffe und insbesondere als Fluoreszenzfarbstoffe eignen. Besonders bevorzugt sind Absorptionsmaxima 
Uber 700 nm. Dabei konnen die spektralen Eigenschaften der Molekiile dadurch verartdert werden, dafi Identitat, Anzahl 
und Position der Reste bezuglich Rl, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, Rll verandert werden. Auf diese Weise las- 
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sen sich Fluoreszenzfaibslofte mil nahezu beliebigen Absorptions- und Emissionsrhaxima oberhalb 650 nm herstellen. 
Ein Gegensiand der Erfindung isi somit auch die Verwendung der erfindungsgemaBen Xanthen-Derivaie als Fluores- 
zenzfarbstoff bzw. als Laserfarbstoff. 

In den erfindungsgemaBen Verbindungen der allgemeinen Formel I liegi vorzugsweise zumindest einer der Resie Rl, 
R2, R3, R4, R5 als eine kupplungsfahige, aklivierte Gruppe oder zu einer Kupplung akiivierbaren Gruppe vol Eine sol* 5 
che aktivierte Gruppe Ieitet sich insbesondere von einer akiivierbaren Carbonsaure- oder Sulfonsauregruppierung ab, 
und ist zum Bcispiel ein Saureester, ein Saureanhydrid, ein Saurehalogenid, vorzugsweise Bromid, insbesondere Chlorid 
oder ein N-Hydroxy-Succinimidester oder ein a>-AUcylhalogenid. Desweiteren kann es sich bei einer solchen aklivierien 
Gruppe auch z. B. um Phosphoramidite handeln. 

Die Tabelle gibt einige Beispiele fiir aktivierte, kupplungsfahige Gruppen. Dem Fachmann sind weitere solcher Grup- 10 
pen aus der Synthesechemie fur Konjugate bekannt. 



Tabelle 1. 



Aktivierte Gruppe 


Verkniipfung mit 


Produkt 


15 


NHS-Ester 


Amine 


Amid 




Isothiocyanat 


Amine 


Thioharnstoff 




(Gemischtes) Anhydrid 


Amine 


Amide 


20 


Maleinmid 


Thiol 


Thioether 




Thiol 


Maleinmid 


Thioether 




Haloacetyl 


Thiol 


Thiodcr 


25 


Hydrazine 


Aldehyd 


Hydrazone 




Amine 


Aldehyd 


Amine (nach reduktion) 


30 


Amine 


Reaktive Carbonsaure 


Amide 


Phosphoramidite 


GeschUtzte Nukleotide 


J Gelabelte Oligonucleotide 





Zur Herstellung von Konjugaten, welche die erfindungsgemaBen Xanihenderivate enthalten, konnen aktivierte Deri* 35 
vate synthetisiert werden, die beispielsweise zur Markierung von Biomolekulen oder anderen anaiytischen Reagenzien 
geeignet sind. Die Herstellung der aktivierten Derivate erfolgt iiber mindestens eine der akiivierbaren Gruppen an den 
Resten Rl , R2, R3. R4, R5 bzw. X oder Y, wobei die Aktivierung nach vorbekannten Standardprotokollen erfolgen kann, 
die dern Fachmann bekannt sind. In der Regel erfolgt die Aktivierung Uber mindestens eine Hydroxylgruppe, Amino-, 
Sulfo- oder Carboxylgmppe von Rl, R2 t R3, R4 oder R5. 40 

Abhangig vom spateren Verwendungszweck konnen verschiedene reaktive Gruppen eingefilhrt werden. Phosphora- 
midite und H-Phosphonate konnen beispielsweise von einer Hydrdxylgruppe abgeleitel werden. Die Herstellung von 
Xanihen-Phosphorarnidilen bzw. H-Phosphonateri erfolgt somit in der Regel nach vorbekannten Protokollen (Methods in 
Mol. Biol. 20, "Protocols for Oligonucleotides and Analogs, Synthesis and Properties", S. Agrawal Hrsg., Humana 
Press Tolowa,NJ). 45 

N-Hydroxy-Succininimid (NHS>Ester werden dagegen in der Regel von einer Carboxylgruppe abgeleitel, Malein- 
imidc von cincr Aminogruppc (P. Y. Rcddy, Synthcsis{1998) 999) oder durch Vcrlangcrung cincr aktivierten Carbon- 
saure mit einem entsprechenden co-AmiDoalkylinaleinimid. 

Die Herstellung von NHvS-Estern erfolgt dabei vorzugsweise nach dem in EP 0 543 333 beschriebenen Verfabren, wo- 
bei die freie Carbonsaure mit NHS in Gegenwan eines Kondensationsreagenzes, wie beispielsweise DCC oder MEI um- 50 
gesetzt wird. Die Herstellung von Xanthen-Isothiocyanaten erfolgt vorzugsweise durch Reaktion von Aminogruppen mit 
Thiophosgen (Advanced Organic Chemistry. Mc Graw Hill, T* edition, S. 383, 1997). 

Gegenstand der Erfindung sind somit auch aktivierte Derivate der erfindungsgemaBen Xanthene. \forzugsweise han- 
delt es sich bei den reaktiven Gruppen der aktivierten Derivate um Phosphoramidil, N-Hydroxy-Succininimid (NHS)- 
Ester, Maleinimid-Alkylamid, H-Phosphonat oder Isothiocyanat oder co-Alkylhalogenide. 55 

Gegenstand der Erfindung sind femer Konjugate, die durch Bindung erfindungsgemaBer Xanihenverbindungen bzw. 
deren aktivierter Derivate erhaltlich sind. Derartige Konjugate bestehen folglich aus mindestens zwei Komponenten, von 
denen eine Komponente ein erfindungsgemaBes Xarithen-Derivat darstellL Ausgehend von den aktivierten Derivaten er- 
folgt die Herstellung der Konjugate nach Standardprotokollen, Die jeweils geeigneten Konjugationsmethoden sind dem 
Fachmann bekannt 60 

Die erfindungsgemaBen Konjugate konnen fiir analylische Zwecke eingesetzt werden, sobald eine zweite Kompo- 
nente des Konjugates an einen zu bestimmenden Bindungspartner binden kann, und der gebildete Komplex nach Anre- 
gung mit Lichl einer geeigneten AbsorptioDsweilenlange dadurch nachgewiesen wird, daB die emittierte Fluoreszenz des 
gebildeten Komplexes detektiert wird. 

Aufgrund der Absorption im NIR sind die erfindungsgemaBen Verbindungen auch geeignet fiir in- vivo Anwendungen. 65 
Hierzu werden wasserlpsliche Derivate der erfindungsgemaBen FarbstofFe und deren Konjugate mit Biomolekulen ein- 
gesetzt- Die in-vivo-Messungen erfolgen uber eine Bestimmung der Fluoreszenz oder der Absorption. 

Besonders geeignet ist der Einsatz der erfindungsgemaBen Konjugate fair Analysen zu diagnosiischen Zwecken bzw. 
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fur Analysen von medi2inischem oder biologischem Material. Gegenstand der Erfindung sind daher insbesondere solche 
Konjugate, die mil einem Biomolekul interagieren konnen. Dabei handelt es sich in der Regel um Konjugate, die als wei- 
tere Komponente in der Regel selbst ein oder mehrere Biomolekiile enihalten. 
Bei diesen, in den Konjugaten enthaltenen Biomolekiileo kann es sich beispielsweise um einzelstrangige oder doppel- 
5 strangige Nukleinsauren wie DNA, RNA f bzw. Triplexstrukluren oder Nukleinsaure-analoga wie PNA, Oligonukleoude 
sowie Oligonukleotid-Derivate, a\?cr auch einzelne Nukleotide, Nukieotid-Derivate, Nukleotid-Analoga oder Nukleosid- 
Triphosphate handeln. Die Markierung deraxtiger Molekiile erfolgt an der S'-Position bevorzugt uber einen NHS-Ester 
oder ein Pbosphoramidit, an der 3'-Poskion dagegen bevorzugt Qber ein Farbstoffsubstituiertcs Tragermaterial wie zum 
Beispiel CPG. Die Markierung an anderen Stellen wie beispielsweise den Nukleinsaure-Basen erfolgt ebenfalls vorzugs- 
10 weise iiber einen NHS-Ester. 

Im Falle einer Markierung von Proteinen, Proteinkomplexen, Antikorpem oder Aminosauren wird die Konjugation 
bevorzugt uber NHS-Ester, m-Maleinimide oder Isoihiocyanat oder ©-Alkylhalogenide durchgefuhrt. Beispiele fur wet- 
tere Konjugatkomponenten sind Vitamine, Steroid-Hormone, Lipidmolekule sowie Haptene. Dariiber hinaus konnen 
auch komplexere biologische Strukturen wie Membranfraktionen oder ganze Zellen entsprechend markiert werden. 
15 Eine besondere Ausfuhrungsform der erfindungsgemaflen Konjugate stellen Oligonukleoude dar, die mit einern erfin- 
dungsgemaflen Xanlhen-Derivat konjugiert sind. Auf diese Weise markierte Oligonukleoude konnen fur vorbekannte 
Methoden der Detektion und Analyse von Nukleinsauren, beispielsweise durch in situ Hybridisierung (Meyne and My- 
zis. Methods Mol. Biol. 33. 63-74, 1994) oder auch als Primer bei verschiedenen Sequenzierverf ahren zum Einsatz kom- 
men (Sheealy et al, Anal. Chem. 67, 247-251, 1995). 
20 Neben der chemisch-synlhetischen Markierung von Nukleinsauren konnen mit erfindungsgemaflen Xanthenfarbslof- 
fen markierte Ribonukleosidtripbosphate bzw. Desoxyribonukleosidtriphosphate als Substrate fur Polymerasen durch 
verschiedene enzymatische Reaktionen in Nukleinsauren eingebaut werden. Dies geschieht fUr DNA mithilfe von DNA- 
Polymerasen beispielsweise mit derMethode der Nick Translation (Rigby et al.. J. MoL Biol. 113, S. 237, 1977) oder 
durch "Random Primed Labeling" (Feinberg and Vogelstein, Anal. Biochem. 137, S. 266, 1984). Im Falle von RNA ge- 
25 schieht dies beispielsweise durch T3, T7 oder SP6 RNA-Polymerasen im Sinne einer Transkription. Eine weitere Me- 
thode der Markierung von Nukleinsauren ist uber eine sogenannte ^-tailing-Reaktion mit Hilfe von terminaler Transfe- 
rase moglich. . 

Gegenstand der Erfindung ist somit auch die Verwendung erfindungsgemaBer Konjugate zur Markierung von Nukle- 
insauren durch chemische oder enzymaiische Methoden sowie die Verwendung ertindungsgeraaB markierter Hybridisie- 
30 rungssonden zur Detektion und Analyse von Nukleinsauren. 

Fur einen analytischen Nachweis wird das erfindungsgemSfle Xanthen-Derivat zunachst mil Licht einer gecigneten 
Wellenlange angeregt, wobei als Lichtquelle beispielsweise Laser; Laserdioden oder LEDs verwendet werden. Die De- 
tektion der Fluoreszenz erfolgt je nach Analyt durch Meflmethoden, die dem Fachmann bekannt sind. Beispiele hierfur 
sind Fluoreszenzmikroskopie fur in-situ Methoden oder aber die Detektion der emittierten Strahlung durch geeignete 

35 Photodioden. . ... 

Altemativ zur direkten Anregung des erfindungsgernaBen FarbstofTs mit Sirahlungsenergie geeigneter Wellenlange 
kann die Anregung auch durch einen sogenannten Fluoreszenz-Resbnanz-Energie-Transfer erfoigen. Bei diesem Prinzip 
wird ein zweiter Fluoreszenzfarbstoflf mit Licht einer geeigneten Wellenlange angeregL Aufgrund der raumlichen Nahe 
der beiden Farbsloffe findet daraiifhin ein strahluagsloser Energie-Transfer auf das erfindungsgemaBe Xanthen-Derivat 
40 statt (Van der Meer et al., Resonance Energy Transfer, VCH, 1994). Die Detektion des von diesem MolekOl bei einer be- 
srimmten Wellenlange emittierten lichles kann bevorzugt der quarititaiiven Beslimmung des Analyten dienen. Gegen- 
stand der Erfindung ist somit auch die Verwendung eines erfindungsgemaflen Xanthen-Deri vates bzw. eines entsprechen- 
den Konjugates als Bestandteil eines Houreszenz-Resonanz-Energie-'IVansfer-Systems. 

\farzugsweise dienen dabei die erfindungsgemaflen Verbindungen als Resonanz-Energie-Akzeptoren. 
45 Bevorzugte Resonanz-Energie-Donoren fiir alle erfindungsgernaBen Verbindungen, sind spektral geeignete Fluores- 
zenzfarbstoire-Konjugate. Gegenstand der Erfindung isl somit auch die Verwendung erfindungsgemaBer Xanlhenderi- 
vatc bzw. cntsprcchcndcr Konjugate zusammcn mit gecigneten Fluorcszcnz-Rcsonanz-Donor-Konjugatcn als Fluorcs- 
zenz-Resonanz-Energie-Akzeptor in einem Ruwe^nz-Resoiiariz-Ener^ie-Transfer-System. 
FOr den quantitariven Nachweis von Nukleinsauren sind mit Ruoreszenzfarbstoiffen markierte Hybridisierungssonden 
50 wie beispielsweise Oligonukleolide geeignet* die nach dem Prinzip des Fluoreszenz-Resonanz-Elektronen-Transfers 
( FRET) detektiert werden konnen, Beispielsweise kann im Falle von Oligonukleoaden das 5' Eride mit jeweils einer 
Farbstoff-Komponente des FRET Systems sowie das 3* Ende mil der jeweils anderen Farbstoff-Komponente des FRET 
Systems markiert sein. Die Oligonucleotide ktinnen dabei jeweils auch innerhalb der Sequenz markiert sein. 
In einer bestimmten AusfUhrungsform wird ein solches mit 2 Farbstoffen markiertes Obgonukleotid wahrend einer 
55 Nukleinsaureamplifikation zur Detektion der entstehenden Produkte eingesetzt, wobei die Emission des Fluoreszenz-Re- 
sonanZ-Energie-Donors bestimml wird Ist das Oligonukleolid nicht an das Target gebunden, so ist aufgrund des strah- 
lungsfreien Energielransfers keine Ruorcszen2 des Donors meBbar. Bindet jedoch das Obgonukleotid an die Target 
DNA^ so werden aufgrund von Exonukleaseaktivitaten der verwendetenDNA-Polymerase die zwei FarbstonTcomponen- 
ten ra'umlich voneinander getrennt, sodaB eine Ruoreszenz des FRET-Donors meBbar wird (US 5.210,015). 
60 In anderen bevorzuglen Ausrlihrungsfonnen befinden sich die verschiedenen Farbsloffe an zwei verschiedenenen Hy- 
bridisierungssonden, die in raumUcher Nahe an die Tajget-Nukleinsaure hybridisieren konnen. Dabei kann es sich bei- 
spielsweise um zwei Oligonukleotid-Sonden handeln, die an den gleichen Strang der Target-Nukleinsaure hybridisieren, 
wobei der eine Farbstoff sich am 3-tenninalen Nukleotid der ersten Sonde befindet und der andere Farbstoff sich am 5' 
terminalen Nukleotid der zweiten Sonde befindet, sodaB die Distanz zwiscben beiden nur eine geringe Anzahl von Nu- 
.65 kleotiden betragt, wobei diese Anzahl zwischen 0 und 30 liegen kann, Bei Verwendung von Fluorescein in Kombinaiion 
mit einem erfindungsgemiBen Xanthen-Derivat haben sich Abstande von 0-15, insbesondere 1-5 Nukleotiden und in 
vielen Fallen von einem Nukleotid als vorteilhaft herausgestellL Unter Wahmng der Nukleotid- Abstande zwischen den 
Farbstoffkomponenten konnen auch Sonden verwendet werden, die nicht terminal, sondem iniem mit einem der Farb- 
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sioffe konjugiert sind. Bei doppelstrangigen Target-Nukleinsauren konnen auch Sonden eingesetzt werden, die an ver- 
schiedene Strange des Targets binden f sofern ein bestimmter Nukleoiidabstand von 0 bis 30 Nukleoliden zwischen den 
beiden Farbstoff-Komponenten bestehL 

Gegensiand der Erfindung isi somit ferner die Verwendung eines erfindungsgemaBen ^Conjugates bestehend aus einem 
Oligonukleotid und einem erfindungsgemaBen Xanthen-Derivat zur Analyse von Nukleinsauren, wobei ein weiteres 5 
Konjugat, bestehend aus einem zweiten Oligonukleotid und einem weiteren geeigneten Fluoreszenzfarbstoff eingesetzt 
wird und nach Aruegung eines FarbstofFs, weicher yorzugsweise an das zweite Oligonukleotid gekoppelt ist, ein Fluo- 
reszenz-Resonanz : Energie-Transfer stattfinden kann. Entsprechend markierte Oligonukleotidkombinationen werden irn 
Folgenden als H FRET-Paare" bezeichnet. 

Als besonders vorteilhaft hai sich der Einsatz derartiger FRET-Paare zum Nachweis von Ampbfikauonsprodukten to 
wahrend oder nach einer Polymerase-Kettenreakiion herausgestellt . Gegensiand der Erfindung ist deshalb ferner die \fer- 
wendung eines erfindungsgemaBen Konjugates als Bestandteil eines FRET-Paares zur Detektion von Reakuonsproduk- 
ten einer Nukleinsaure-Amplifikationsreaktion. In einer besonderen Ausfuhrungsform kann einer der beiden Amplifika- 
tionsprimer zugleich mil einem der beiden eingeseizten Farbsioffe markien sein und sornil eine der beiden Komponenien 
des FRET beisteuem. 15 

Der Einsatz von geeigneten FRET-Paaaren zur Detektion der Amplifikationsprodukte ermogbcht ein sogenanntes 
"Real-Time Monitoring" von PCR-Reaklionen, wobei Daten zur Generierung des Amplifikaiionsprodukts in Abhangig- 
keit von der Zahi der durchlaufenen Reaklionszykleo ermitlelt werden konnen. Dies geschieht in der Regel dadurch, daB 
aufgrund der Reaktions- und Temperaturbedingungen wahrend des notwendigen Annealings der Amplifikationsprimer 
auch die Oligonukleotide des FRET-Paares an die Target-Nukleinsaure hybridisieren und bei geeigneter Anregung ein 20 
entsprechend meBbares Fluoreszenzsignal errrittiert wird. Aufgrund der erhaltenen Daten kann somit die Menge der ur- 
sprilnglich eingeseizten Target-Nukleinsaure quantitativ bestimmi werden. Deshalb konunt derariigen AusfUhrungsfor- 
men eine besondere Bedeulung bei quantitauven KT-PCR Experimenten zu, bei denen RNA-KonzentraUonen einer bio- 
logischen Probe quantifiziert werden: Gegensiand der Erfindung ist somit auch die Verwendung von erfindungsgemaBen 
Konjugaten als Bestandteil eines FRET-Paares zur Detektion von Reaktionsproduklen einer Nukleinsaure-Amplifikati- 
onsreakiion, wobei das Reaktionsprodukt in jedem Zyklus detektien wird. Gegensiand der Erfindung ist ferner die ^r- 
wendung von erfindungsgemaBen Konjugaten als Bestandteil eines FRET-Paares zur Durchfiihrung einer quantitative 
Bestimmung der zu amplifizierenden Nukleinsaure. 

In einer anderen Austuhrungsform erfolgt die Detektion des Ampiifikationsproduktes nach Beendigung der Ampliti- 
kationsreaktion, wobei nach Hybridisierung des FRET-Paares an die zu deiektierende Target-Nukleinsaure die Tempera- 30 
tur im Rahmen einer Schmelzkurvenanalysc wiederum kontinuierlich erhdbt wird. Gleichzeitig wird die in Abhangigkeit 
von der Teniperatur emittierte Fluoreszenz bestimmt Auf diese Weise werden Sequenzen detektiert, die aufgrund be- 
stimmter Mismatches weniger stringent mil dem eingesetzten FRET-Paar hybridisieren. Die auf diese Weise ermittelten 
Schmelzpunkte dienen so dem Nachweis von Punktmutationen oder anderen Polymorphismen. Gegenstand der Erfin- 
dung isi deshalb auch die Verwendung von erfindungsgemaBen Konjugaten als Bestandteil eines FRET-Paares zur Be- 35 
siimmung von Schmelzkurven, insbesondere bei der Idenlifikation von Polymorphismen und Punktmutationen. 

Solche Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer Prozesse lassen sich generell zur Bestimmung von Molekiil-MolekUl- 
Interaktionen verwenden, wie z. B. Protein-Protein Wechselwirkung oder Antigen-AndkSrper-Reakiionen. Ein besonde- 
rer Vorteil isi die Reaktion umer homogenen Bedingungen. 

Als Gegenion laBl sich jedes zur Ladungsneulralisierung geeignete und mit dem je nach pH vorliegenden anioniscbem 40 
Grundgeriist kompatible Kation verwenden. 

Bei der Synthese der erfindungsgemaBen ^rbindungen der Formel I handelt es sich um den Ersatz nukleofuger Grup- 
pen in 3\6'-Positiion von Xanthenen oder Fluorarjen durch C-Nukleophile, die aus CH-aciden Verbindungen mitBasen 
erhalien werden kSnnen. Als nukieofuge Abgangsgruppen kdnnen die Halogene (Fluor. Chlor, Bronu Jod), SO2R- bzw. 
S03R-Gruppen (R = alkyL aryl) ? Phosphite etc., als C-Nukleophile, die mil Basen herstellbaren Derivate (Anionen) CH- 45 
adder Verbindungen, wie durch dekuxwenziehemle Subsliluenten aklivierte Meihylaromaten bzw. Methyihteteroaro- 
maicn oder Malonsaurcdcrivate cingcscizt werden. Bcvorzugt werden 3\6'-Dichlorfluoranc, die aus 3\6-Dihydroxyfluo- 
ranen mit POCI3/PCI5 gem. Liieratur (A. v. Bayer, liebigs Ann. 183 (1876) 18) zuganglich sind, mit den mitLDA (LU- 
hiumdiisopropylamid) erhaltlichen Derivaten CH-acider Verbindungen umgesetzL 

Die Ausgangsverbindungen werden bevorzugt so gewahlt, daB das Syntheseprodukt eine aktivierbare Gruppe erjlhalL 50 
Solche aklivierbaren Gmppen werden nach bekanntfcft Methoden zu kupplungsfahigen Gruppen aktiviert und mit reak- 
tiven Gruppen biologisch akiiver MolekOle zu BiomolekUi-Farbstoff-Konjugaten gekuppeiL Dabei konnen zwischen den 
akiivierten Gruppen und den biologisch aktiven MolekOlen noch Linker eingebaut werden. 

Linker dienen dazu den Abstand zwischen den erfindungsgemaBen Farbstoffen und den BiomolekQlen zu variieren. So 
kann zum Beispiel Aminocapronsaure zur Verlangerung an eine Carbonsaure eingefUhrt werden. Auch kann damit eine 
Andenmg der Funktionalitai bewirkt werden, wie zum Beispiel durch Reaktion einer Carbonsaure mit einem Maleinimi- 
doalkylamin. Desweileren kann Obex Ladungen im Linker auch zusatzlich dieLbslichkeitdesFarbstorlesbeeinfluBt wer- 
den. besonders geeignei sind hierfur AminosSuren rait LadungsirSgem, wie Lysin oder Glutarninsaure. 

Mil den erfindungsgemaBen Verbindungen werden neue Verbindungen bereitgesiellt, die sich aufgrund ihrer speklro 
skopischen Bgenschaften (Absorptionsmaximum oberhalb 650 nm) sehr gut fUr kupplungsfahige Absorpuonsfarbstoffe. 60 
insbesondere Fluoreszenzfarbstoffe ftir die Anwendung in Hapten-, AntikSrper-, Protein-Konjugaien, zur Polynukleotid- 
markierung und zur Anfarbung von Latices (Fluoreszenzlatices) eignen. 

Fflr den Einbau in Latices sind besonders solche Farbsioffe der erfindungsgemaBen Xanthen-Derivaie geeignei, die 
sich in organischen/nicht wassermischbaren Lbsungsmitteln ldsen und die durch ein Quellverfahren in Latices eingebaut 
werden konnen. Solche fluoreszierende Latices. die einen Durchmesser von ca. 50 nm bis zu mehreren um haben kon- 65 
nen, kdnnen tniueb verschiedener Beschichtungsmeihoden z. B. mit Proteinen, Haptenen oder Nuclemsauren beladen 
werden. 

Geeignei sind auch Farbstoffmischungen, welche mindesteos einen erfindungsgemaBen Farbstoffenthalten, so daB in- 
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nerhalb der einzelnen Latexpartikel ein Resonanz-Energy-Transfer stattfinden kann. 

Partikel mil gleicher Absorption slange und unlerschiedlichen Emissionswellenlangen eignen sich fur Multiparameter- 
Analysen, d. h. fur die Beslimmung verschiedener Analyte in einer Probe. 

Fur die Anwendung in Hapten-/Anlikorper-/Protein- oder Polynukleotidkonjugaien ist es vorteilhafu wenD die Farb- 
stoffe gut wasserloslich sind. Fur diesen Verwendungszweck werden deshalb vorzugsweise Verbindungen der allgemei- 
nen Formel I eingesetzt, in denen Rl , R2, R3, R4, R5. R6, R7, R8, R9, R 10, Rl 1 moglichst hydrophil sind. Vorzugsweise 
sind diese Verbindungen subsrituierte Produkte, die zum Beispiel Carboxyl- oder/und Sulfonsauregruppen enthalten. Die 
Kupplung zurn Konjugat erfolgt iiber mindestens einen der aktivierten Substituenten der Reste Rl, R2, R3, R4, oder R5 
und insbesondere uber eine Hydroxysuccinimidgruppierung. 

Konjugaie der Fluoreszenzfarbstoffe mit Haptenen, wie zum Beispiel Theophybn, Digoxin, 73, T4 oder Prolem, wie 
zum Beispiel Anrikorper, eignen sich zum Beispiel zum Einsatz in diagnostischen Systemen, insbesondere fur Fluores- 
zenzimmunoassays oder Euoreszenzpolarisauonsirnmunoassays. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Besummung einer ersten lrnmunologisch 
bindefahigen Substanz, das dadurch gekennzeichnet ist, daB ein Konjugat einer erfindungsgemaBen Verbindung mit ei- 
ner zweiten (immunologisch) bindefahigen Substanz, die gleich oder verschicden mit der ersten Substanz sein kann, ver- 
wendet wird und daB die durch eine (immunologische) Bindungsreaktion, welche fur die erste Substanz spezifisch ist, 
vemrsachte Absorptions- oder Fluoreszenzanderung oder Ruoreszenzpolarisationsanderung der erfindungsgemaBen 
Verbindung als MaB fur die Menge der in der Probe enthaltenden zu bestimmenden Substanz bestimrnt wird. 
Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemaBen Konjugate fur Immunoassays. 
20 Im Fblgenden ist an einer Reihe von konkreten Beispielen die Synthese der erfindungsgemaBen Xanthenderivate auf- 
gezeigt. 

Ist die Gmndsuoiktur ein Fluoran, so liegt die Carboxylfunktion in Position Rl der Formel I als Lactonring von AUe 
anderen Reste R2 bis Rll entsprechen den in Anspruch 1 ausgefiihrten Definitionen. Wie dem Fachmann bekannt ist, 
lafit sich die Buoranform, welche durch einen geschlossenen Lactonring am Rest Rl gekennzeichnet ist, durch Ringoff- 
25 nung in die Xanthenform Oberfuhren. Die Erfindung deckt beide Grundstrukturen ab. 

Xanthen Fluoran 
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45 Fur die Synthese einer Reihe von Substanzklassen (2, 4, 6, 8) gelten die folgenden aUgemeihen Arbeitsbedingungen, 
welche fallweise auch fur die Synthese anderer Substanzklassen zum Ixagen konimen. (A) UnLer SchuUgasbedingungen 
wird aus Diisopropylamin und n-Butyllithium eine 0,1 M Losung von LDA (Uthiumdusopropylamid) in Dioxan bcrci- 
tet Man kflhlt auf etwa 7°C ab und gibt die aquimolare Menge einer CH-aciden Komponente zu. Diese Mischung wird 
bezeichnet als LDA-CH-arid. Zu der so hergestettten Mischung LDA-CH-acid wird das S'^'-abgangsgnippensubsUtu- 

50 ierte Ruoranderivai erivat (0,4 Mol je Mol LDA) gegeben und sechs S tunden unter RuckfluB erwarmt. AnschlieBend ar- 
beitet man gem&B Aufarbeitungs-Methode 1 bzw. 2 auf. 

Methode 1 

55 Die Reaktionslosung wird im Vakuum zur Trockne eingeengt und der Riickstand in Methanol aufgenommen. Die Lo- 
sung wird milEssigsaure bis zum Farbumschiag angesauert und das Losungsmittel im Vacuum abdestiiliert Der verblei- 
bende Riickstand wird mh Wasser gewaschen und s5ulenchromalographisch gereinigt 

Methode 2 

60 

Die Reaktionslosung wird heiB abgesaugi und der Rlterriickstand zunachsl mit heiBem Dioxan. dann mil Diethylether 
gewaschen. Man 16st den verbliebenen ROckstand in Methanol oder Wasser und sautrt mit Mineralsaure bis zum deutli- 
chen Farbumschiag an. Das Losungsmiuel wird im Vakuum abdestiiliert und das so erhaltene Rohprodukt mit Wasser ge- 
waschen AnschlieBend wird gegebenenfalls durch S aulenchromatographie gereinigt. 
65 Konkrete Ausfiihrungsbeispiele fiir die Substanzen 2a, 6e und 8a finden sich in den Beispielen 1 bis 3. Andere Bei- 
spiele aus diesen Substanzklassen sind den labellen 2, 6 und 8 zu entnehmen. 

FQr die Substanzklasse 3 - welche zwei unterschiedliche elektronenziehende Gruppen aufweist - gibt es ebenfalls eine 
allgemein giiltige Vorgehensweise. Man verfahrt wie unter (A) beschrieben, arbeitet allerdings mil einem aquimolaren 
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Verhaltnis einer ersten LDA-CH-acid-Mischung und dem 3\6'-abgang$gruppensubstiiuierien Fluoranderivat. Aufgear- 
beitet wird, wie unter Methode 1 beschrieben. 

Das so erhallene Produki wird erneui mil der aquimolaren Menge des Lithiumsalzes einer zweiien LDA-CH-acid-Mi- 
schung in Dioxan umgesetzt. Dieses Li tbiumsalz wird aus einer zweiten CH-aciden Komponente und LDA erhalten. An- 
schlieBend wird emeui nach der Meihode 1 aufgearbeiteL 

In Beispiel 4 wird diese Methode anhand von Subsianz 3b exemplarisch fur diese Subsianzklasse (vergl. Tabelle 3) ge- 
zcigi. 

Fur die Subsianzklasse- 1 wird zunachst wie unter (A) beschrieben vorgegangen und das so erhaltene Zwischenprodukl 
isoliert. 

Dieses wird anschlieBend. je nach Siedepunkt des Amins. mil oder ohne Losungsmitiel bei erhohter Temperalur (ca. 
100°Q umgeseizt. Die Reaklionslosung wird dann auf Eis/Wasser gegeben und rnit.Salzsaure angesauert Dabei fallt das 
Produki aus, man saugt ab und reinigt sSulenchromatographisch. 

Beispiel 5 stelll exemplarisch anhand der Subsianz la das generelle Vorgehen fur die Subsianzklasse 1 dar (vergl. auch 
Tabelle 1). 

Die angcgebenen Verbindungen der Klassen 1, 2, 3, 4, 6 und 8 konnen z. B. mil Dicyclohexylcarbodiimid in Pyridin 
mil verschiedenen Alkoholen verestert werden. So konnen z. B. die Substanzklassen 5, 7 und 9 erhalten werden. 

Beispiel 1 

Synthese von 3 , ,6 , -Bis-(2-benzthiazolyliden-ryanmethin)-fluoran 2a 




Ansatz: 10,0 g 3\6 , -Dichorfluoran (0,027 mol) 

19,0 g 2-Cyanmethylbenzthiazol [2 • 95 gj (0,109 mol) 

11,6 ml t-Butylamin [2 * 58 ml] (0,11 mol) 

11,0 ml n-Butyllithium, 10M in Hexanfraklion [2 ■ 55 ml] (0,110 nimol) 
Durchfiihrung: Meihode 2 

Heinigung: Die Substanz fallt herein mil hoher Reinheil. an 

Ausbeute: 13,6 g = 0,021 mol = 78% d. Th. 

Analyse: C38H20N4O3S2 M G = 644,74 g/mol 

Ber: C 70,79%; H 3,13%; N 8,69%; 

Gef: C 70,74%; H 3,23%; N 8,43% 

Schmelzpunkt: 210°C (Z) 

l H-NMR: 400 MHz LM: CDjOD + CH 3 ON a 



Protonen 


D [ppm] 
(Anzahl) 


Signal- 

aufspaltung / J [Hz] 


H4 


8,01 (1) 


m 


H5/6 


7,57 (2) 


m 


H7 


7,27 (1) 


m 


H 178' 


7,00 (2) 


d/9,0 


H277 


7,48(2) 


s (breit) 


H 475' 


8,44(2) 


s (breit) 


H 4/7 (Bz) 


7,73/7,80 (4) 


d/8,1 


H 5/6 (Bz) 


7,15/7,35(4) 


t/7,6 



FT-IR (KBr): Q [cnT 1 ] =2185 (CsN), 1768 (OO), 1598, 1545, 1470, 1420, 1328, 1253, 1082. 883 
EI-MS: (70eV; 280°Q [M**] = 644 

UV/VIS: Dianion: Zusatz Trieihylamin Kation: Zusatz: konz. Schwefelsaure 
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Losungs- 
miltel 


t*\" : _ 

Dianion 

Oral Inm] (□„„* |M' 

'cm'D 


Kalion 

Dnui [nm) (Dm« |M 
'cm'D 


Methanol 


817 (125200) 


746 (87100) 


Acetonitril 


830(122000) 


745 (79000) 


Aceton 


830(132500) 


761 (72500) 



Beispiel 2 

15 Synthcsc von S^^'^'-Tctrachlor-?*^ -bis-(2-propyl-dinilril>fluoran 6c 



a 




Ansatz: 3,5 g 5,6,3\6'-Tetrachlorfluoran (8.00 mmol) 
25 1,6 g Malonsauredinitril (24,21 mmol) 

2,4 ml n-Butyllithium, 10M in Hexanfraktioh (24,00 mmol) 
Durchfuhrong: Melhode 2 

Reinigung: Chromatographic an Kieselgel (Trockensaule) EE/PE 3 : 2 
Ausbeute: 2,95 g = 5,21 mmol - 65% d Th. 
30 Analyse: C26H8CI4N4O3 Mq = 566,19 g/mol 
Ber: C 55,16%; H 1,42%; N 9,90%; 
l H-NMR: 400 MHz LM: DMSOd* 



Proton en 


□ (ppm) 


Signal- 




(Anzahl) 


aufspaltung / ] [Hz] 


H4 


8,26(1) 


s 


H7 


7,80(1) 


s 


H 178' 


6,88 (2) 


5 


H 475' 


6,89 (2) 


S 



FT-IR (KBr): v[cnr L ] = 2189 (ON); 1633; 1569; 1461; 1321; 1203 
45 ITV7VIS: Dianion: Zusalz Triemylamin 
Anion: ZusaLz: Essigsaurc 



Losungs- 
mittel 


Dianion 

0», [nm] (□„», [M- 

wn 


Anion 

D™, [nm] (CUx |M- 

WM) 


Methanol 


716 {97000) 


728 (99500) 


Aceton 


730 (74000) 


744 (93500) 
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Beispiel 3 

Synthese Von 3\6'-Bis-(cyaiiessigsauxe-ethylester*2-yl)-fluoran 8a 




Ansatz: 5,0 g 3\6*-DicMorfiuoran (13,54 mmol) 
4,1 ml Cyanessigsaureethylesier (38,49 mmol) 
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5,5 ml Diisopropylamin (39,03 mmol) 

3,9 ml n-Buiyllithium, 10M in Hexanfraklion (39,00 mmol) 

Durchfuhrung; Melhode 2 

Reinigung: Chromatographic an Kieselgel (Trockensaule) EE/PE 1 : 1 

Ausbeuie: 4,53 g = 8,67 mmol = 64% d. Th. 

Analyse: C 30 H«N 2 O7, M G = 522,54 g/mol 

Ber: C 68,95%; H 4,25%; N 5,36%; 

Gef: C 68,51%; H 4,38%; N 5,47%. 

'H-NMR: 400 MHz LM: CDC1 3 



Protonen 


D [ppm] 
(Anzahl) 


Signal- 

aufspaltung / J (Hz] 


H4 


8,06(1) 


d/8,6 


H 5 


7,70(1) 


ty 7,3 


H6 


7,66(1) 


t/7,3 


H7 


7,16(1) 


d/7,8 


H 178' 


6,91 (2) 


d/8,3 


urn 


7,19 (2) 


d/8,3 


H 475' 


7,14 (2) 


s 


-CH-CN 


4,75 (2) 


s 


-CH r 


4,27 (4) 


q/7,08 


-CH 3 


1.31 (6) 


t/7,08 



EI-MS: (70 eV; 260°Q [M + *] = 522 
UV/VIS: 

a ra « = 695 nm; Dmax = 10 5000 M~ l (Aceton, Zus. TYiethylamin) 
O m » = 676 nm; dniax= 11 9500 M" 1 (Methanol. Zus. Trietbylarnin) 



Beispiel 4: 

Synrhese von 3'-(2-BenzLhiazolytiden-cyanmem^ 3b 




Ansatz: 4,00 g S'^-ChinolinylitJ-cyanineibyle^^^^^^-pentiichlorniuoniii (6,26 iiunol) 

1,20 g 2-Cyanmcihylbcnzthiazol (6,89 mmol) 

0,97 ml Diisopropylamin (6,86 mmol) 

0,70 ml n-Butyllithium in Hexanfraklion, 10M (7,00 mmol) 

Reinigung: Chromaiographie an Kieselgel, Trockensaule EE/PE 1 : 3 

Ausbeute: 1,85 g = 238 mmol = 38% d Th, 

Analyse: C40H18CI4N4O3S M G = 776,49 g/mol 

Ben C 61,87%: H 234%; N 7,22%; 

Gef: C 61,62%; H 2,54; N 8,04%. 

UV/VIS: 

D max = 859 nm; O ^ = 40 500 M~ l (Methanol, Zusatz <BuOK) 
Q ro ** = 867 nm; = 37 500 M^crrf 1 (Acetonitril, Zusatz TEA) 

Beispiel 5 

Synthese von 3*-(2-Ben2ihiazolylid-cyanmeihylen)-6 , -chlorfluoran la 
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Ansaiz: 2,0 g 3'-(2-Ben2ihia2olylid-cyanmethylen)-6 , -chlorfluoran (3,95 mmol) 
Reinigung: Chromatograpbie an Kieselgel (Trockensaute) EE/PE 2 : 1 
Ausbeute: 1,95 g = 3,51 mmol = 89% 
Analyse: Cj^sNjChS Mg = 555,66 g/mol 
5 Ben C 73,49%; H 4,54%; N 7.56%; 
Gef: C 73,03%; H 4.82%; N 7,64%. 
H-MS: (70eV/300°C) [M+*] * 555 
UV/VIS: 
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Losungs- 
mittel 


Anion 

Qrmx [nm) |M* 

'cm* 1 ]) 


Kation 

Dnux (nm] (Dm** [M* 

W l |) 


15 


Methanol 


723 (55000) 


624 (60500) 


Acetonitril 


722 (13500) 


623 (42000) 



Weiiere Beispiele fur synihetisierte Derivate sind in den Tabellen 1-9 enthalten. 



20 T^belle 1 



3X2-Benzmia2olyliden-cyanmeihin)-6*-(N-piperidinyl)-fluorarte 



25 


Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


x max 
[nm] 
in MeOH 




la 


3'-(2-Benzthiazolylidcn- 






89% 


723 


30 




cyanmethin ) -6'-(N-piperidinyl) - 














fluoran 










35 
40 


lb 


3'-(2 -Bcnzth iazolylidcn- 

cyanmethin)-6'-(N-piperidin>^)- 

5,6-dichlorfluoran 






88% 


730 



TabcUc2 

3\6'-Bis-(2-beD2thia2olylideD-cyanmethin)-fluorane 



3U 


Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


x max 
[nm] 
in MeOH 












55 
60 


2a 


3',6'-Bis-(2-ben2tbiazolyliden- 
cyanme thin) -fluoran 

Methode 2 


6i CN M 


78% 


817 



65 
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Nr. 


>Jame 


Struktur 


Ausbeute 


L max 
[nm] 

in MeOH 


2b 


3',6'-Bis-(2-benzthiazolyliden- 
cyanmethin) -5(6) -carboxyfluoran 

Methode 2 


H 6i CN H 


69% 


819 


2c 


3',6'-Bis-(2-benzthiazolyliden- 
cyanmethin)-5(6)*sulfofluoran 

Methode 2 


^^^^^^^^^^^^ 


65% 


825 


2d 


3' t 6'-Bis-(2-benzthiazolyliden- 
cyanmethin)-4',5'-dibromfluoran 

Methode 1 




49% 


845 


2e 


3 \6* - B is- (2 -benz th iazolyliden- 
cyanmethin)-5,6-dichIdrfluoran 

Methode 2 




73% 


834 


2f 


3\6'-Bis-(2-benzthiazolyliden- 
cyamneth in) -4,5,6,7- 
tetrachlorfluoran 

Methode 2 




67% 


876 


2g 


3',6'-Bis-(2-benzthia2olyliden- 
cyanmethin)-2',7'-dichlorfluoran 

Methode 1 




44% 


860 


2h 


3 ,6 -Bi5-(2-benztniazoIyliaen- 

cyanmethb)-43»2',7'- 

tetrachlorfluoran 

Methode 2 


a 


OO 70 


Q7/I 



60 



65 
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4 



Nr. 



Name 



Struktur 



Ausbeute 



max 



M 
in MeOH 



2i 



LO 



,6'-Bis-(2-benzthiazolyliden- 
yanmethin) -3,4,5 ,6*2',7'- 
lexachlorfluoran 

Methode2 




56% 



914 



,6'-Bis-(2-benzth iazolyliden- 
cyanmcthin)-4',5 > -dimcthylfluoran 

Methodc 1 




71% 



20 



25 



30' 



35 



40 



45 



50 



659 



2k 



^6'-Bis-(2-benzthiazolyliden- 
cyanme th m ) - 5,6-dich Ior-4 \5 
dimethylfluoran 

Methodc 1 




55% 



865 



21 



3',6'-Bis-(2-benzthiazolyliden- 

cyanmethtoJ-^S^-tetrachlor- 

4',5'-diniethylfliioran 

Methode 1 




57% 



890 



2m 



3\6'-Bis-(2-benzthiazolyliden- 
cyanmethin)-2\7'-dihexylfluoran 

Melhode 1 




52% 



839 



|2n 



3' l 6'-Bis-(2-benzthiazolyliden- 

cyanmethin)-5(6)-carboxy-2',7'- 

dihexylfluorart 

Methode 1 




35% 



842 



55 2 0 



60 



3' l 6'-Bis-(2-benzthiazo]yliden- 
cyanraethin)-5 > 6-dichlor-2',7'- 
dihexylfluoran 

Methode 1 




66% 



856 



65 



12 
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Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


\nax 

[nm] 
in MeOH 


2p 


cyanmethinJ^.S^J-tetrachlor- 
2\7'-dihexylfluoran 

Methode 1 




78 % 


882 


Tabelle 3 

3-(2-Bennhiazolyliden-cyanmethin)-6 , -(2-chinolinyliden-cyanmethin)-fluorane 


Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


x max 
[nm] 
in MeOH 


3a 


3'-(2-Benzthiazolyliden- 

cyanmethm)-6 / -(2-chinolinyliden- 

cyanmethmj-S^-dichlorfluoran 




42% 


843 


3b 


3'-(2-Benzthia2olyliden- 
cyanmethiii)-6'-(2-chinolinyliden- 
cyanmethin)-4,5>6,7 - 
tetrachlorfluoran 




38% 


859 


3c 


3'-(2-Benzthiazolyliden- 
qranmelhiii)-6'-(2-chinolinyliden- 
cyanroethin)-5j6,2\7'- 
tetrachlorfluoran 




41% 


880 


3d 


3 > -(2-Benzthiazolyliden- 

qranmethin)-6'-(2-chinolinyliden- 

cyanmethin)-4',5'-dimethylfluoran 


CN CH, CHj CN H 


45% 


835 



30 



55 



60 



65 
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Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


max 
[nm] 
in MeOH 


3e 


3'-(2-Benzthiazolyliden- 
cyanrnethLn)-6 y -(2-chinolinyliden- 
cyanmeth"m)-5,6-dichlor-4',5'- 
dimethylfluoran 




35% 


848 


3f 


3'-(2-Ben2lhiazolyliden- 
cyanmethin)-6'-(2-chinoLuiyiiden- 
cyanmethin)-4 > 5,6,7-tetrachlor- 
4\5'-dirnethylfluoran 




28% 


860 


3g 


3'-(2-Benzthiazolyliden- 
cyanmeth in) -6'-(2-ch inolinyliden- 
cyanmethin)-4,5 > 6,7-tetrachlor- 
2\7'-dihexylfluoran 




25% 


886 



Tabelle4 

3\6 , -Bis-(4-chinolinyliden-cyanmethin)-fliaorane 



Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


*max 
[nm] 
in MeOH 


4a 


r^'-B^-chmoUnyiiden- 
cyanmethin)-fluoran 

Methode 1 




39% 


795 


4b 


3 / ,6 / -Bis-(4-chinolinyiiden- 

cyajijnelhin)-5,6-2'>7'- 

telrachlorflooran 

Methode 1 


As 


32% 


874 
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Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


x max 
[nm] 
in MeOH 


5 


A r 


1" fi'-RK-f 4-rliinntinvliden- 

J y VJ UIJ ^T ^IIIjIJ UlAi 1 T UUVJ1 




32% 


802 






cyanmethin)-4 ) 5,6,7-telrachlor- 












2' > 7'-dihexylfluoran 








10 




Methode 1 











15 

TabeUe5 



3-(2-Benzihiazolyl-cyanmeihin)-6-(2-ben2thia2olyliden-cyanmelhin)-9-(2-pheny 



Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


x max 
[nm] 
in MeOH 


5a 


3-(2-Benzthiazolyl-cyanmethin)-6- 
(2 -benzth iazolyliden - 
cyanmethin)-9-(2- 
phenylcarbonsaure-benzylester)- 
xanthen-3-yliden 




64% 


838 


5b 


3-(2-B€nzthiazolyl-cyanmethin)-6- 

(2-benzthiazolyliden- 

cyanmethin)-9-[2- 

phenylcarbonsaure-(2- 

chlorethyl)ester]- 

xanthen-3-yliden 




59% 


840 


5c 


3-(2-Benzthiazolyl-cyanmelhin)-6- 

(2-benzthiazolyliden- 

cyanmcthin)-9-(2- 

phcnylcarbonsaure-ethylester)- 

xanthen-3-yliden 




73% 


840 



55 



60 



65 



15 
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Nr. 1 


vlame ! 


Jtruktur J 


1 

^.usbeute | 

i 


max 
nm] 

nMeOH 


5d , 

1 


3-(2-Benzthiazolyl-cyanmethin)-6- 

[2-benzthiazolyIiden- 

cyanmethin)-9-(2- 

lenylcarbonsaure-myristylester)- 
xanthen-3-yliden 


■ 




$40 


5e 


3-(2-Benzthiazolyl-cyanmethin)-6- 

f2-benzthiazolyliden- 

cyanmethin) -9- 1 2- 

)henylcarbonsaure-(N- 

iydroxysuccinimidyl)-ester]-* 

xanthen-3-yliden 




62% 


831 


5f 


3-(2-BenzthiazolyI-cyanmethin)-6- 
(2-benzthiazolyliden- 
cyanmethin)-9-|2- 
>henylcarbonsaure-(2- 
tricthylenglykolesterj - 
xanthen-3-yliden 




58% 


840 


P8 
I 


3-(2-Benzthiazolyl-cyanmethin)-6- 

(2 -benzth iazol yliden - 

cyanmeth in) -9- 1 phenyl-2>4(5) -bis- 

[carbonsaure-(N- 

hydroxysuccinimidylj-ester ] ] - 

xanthen-3-yliden 




51 % 


833 




3-(2-Bcnzthiazolyl-cyanrncthin)-6- 

(2-benzthiazolyiiden- 

cyanmethin)-9-(3 ) 4 ) 5,6- 

telrachlorphenyl-2-carbonsaure- 

ethylcster)- 

xanlhen-3-yliden 




48% 


880 


5i 


3-(2-BenzlhiazolyI-cyanmethin)-6- 

(2-benzthiazolyliden- 

cyanmethin)-9-(2- 

phenylcarbonsaure- 

rtiorpholinamid)- 

xanthen-3-yliden 




64% 


852 



16 
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Tabelle 6 



3\6'-Bis-(2-propyldiniiril>fluorane 



Nr. 


Same ! 


Struktur ^ 


> 

iticViPiifp ■ 

i 


max 

[nm] 
nMeOH 


6a 


3' > 6'-Bis-(2-propyldinitrfl)-fluoran 
Methode 2 


CM CN 


56 % i 


S73 


6b 


5(6)-Carboxy-3',6'-bis-(2- 
propyldini tr Q ) - flu oran 

Methode 2 


CN CN 


60% 


675 


6c 


5,6-Dichlor-3\6'-bis-(2- 
propyldinitril)-fluoran 

Methode 2 


a 


58% 


683 


6d 


4,5,6,7 -Tetrachlor-3',6'-bis-(2- 
propylduiitril)-fluoraji 

Methode 2 




16% 


710 


6e 


5,6,2\7'-Tetrach[or-3\6'-bi$-(2- 
propyldinitri])-fluoran 

Methode 2 




67% 


716 


6f 


S^-Dichlor^'.S'-dimethylO'^'-bis- 
(2-propyIdinitril)-fluoran 

Methode 2 




61 % 


690 



Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


max 

[nm] 
inMeOH 


*8 


S(6)Carboxy-2 4 ,r-<lichlor-3',6 / -bis- 
(2-propyldinitril) -fluoran 

Methode 2 




30% 


700 



17 
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Tabelle 7 



2,7 Dichlor-3 ) 6-bis^2-propyldiniiril)-9-(2 ? 4(5)-phenyl-dicarbonsaure-di-{N-hydroxysuccinii]nd^^ 

den 

5 . . „ 





NT, 


Name 


Struktur 




Ausbeute 


x max 
[nmj 
inMeOH 


10 


7 


2,7-Dichlor-3,6-bis-(2-propyldinitrU)'9- 
(2 > 4(5)-phenyl-dicarbonsaure-di-(N- 
hydroxysuccin imidylester) -xan then-3 -yliden 






15% 


708 


15 















20 

Tabelle 8 

3 , ,6"-Bis-(cyancssigs3urcelhylcstcr-2-yl)-fluorane 



25 


Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


X max 

M 

in MeOH 


30 


8a 


3',6'-Bis-(cyanessigsaureethylester- 




64% - 


676 






2-yl)-fluoran 












Methode 2 








35 













40 


Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


x max 
[nm] 
in MeOH 


45 


8b 


5(6)-Carboxy-3',6'-bis- 

(cyanessigsaureethylester-2-yl)- 

fluoran 

Methode 2 




62% 


678 


50 


8 c 


5,6-Dichlor-3',6'-bis- 

(cyane5sigsiureethylester-2-yl)- 

fluoran 




62% 


680 


55 




Methode 2 









60 



18 
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Tabelle 9 



3.6-Bis-(cyanessigsaureeihyleste^ 



Nr. 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


Snax 
[nm] 
in Aceton 


9a 


3,6-Bis-(cyanessigsaureethyle$ter-2- 

yl)-9-(2-phenyl-carbonsaure- 

ethylester)-xanthen-3-yliden 




60% 


695 


9b 


3,6-Bis-(cyanessigsaureethylesler-2- 
yl)-9-[2-phenyl-carbonsaure-(N- 
hydroxysucxinirnidyl)ester|- 
xan th en -3 -yliden 




62% 


689 


9c 


3,6-Bis-(cyane5sigsaureethylesler-2- 
yl)-9-(2,4(5)-phenyl-dicarbonsaurc- 
diethylester)-xanthen-3-yliden 


o 


60% 


701 




Nr.' 


Name 


Struktur 


Ausbeute 


Snax 
[nm] 
in Aceton 


9d 


3,6-Bis-(cyanessigsaureethylester-2- 
yi)-9-(4,5-dlchlor-2-phenyI- 
carbonsaure-ethyle$ter)-xanlhen-3- 
yiiden 




54% 


720 


9e 


3>6-Bi$-(cyanessigsaureethylc5ter-2- 

yi)*9*[4,5-dichlor-2-phenyl- 

carbonsaurc-(N- 

hydroxysuccinimidyl)ester]- 

xanthen-3-yliden 




64% 


731 


9f 


S^-Bis-Cq^anessigsaureethylester^- 
yl)-9-(2 > 4(5)-phenyl-dicarbonsaure- 
di-(N-hydroxysuccinirnidylester) - 
xanthcn-3-yliden 




20% 


698 
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Paiemanspriiche 



1. Xanthenderivate der allgemeinen Formel I 

R3 

R4. 



R10 




R11 



worin Rl, R2, R3, R4, R5 unabhangig voneinander Wasserstoff, Alkyl, Aryl, Heteroaryl, Alkoxy, Cyano, Hydroxy, 
Halogen, Isocyanat, Isolhiocyanat oder Carboxyl, Sulfonyl, bzw. Deri vale davon wie Alkoxycarbonyl, Aryloxycar- 
bonyl, Aktivester, Saurehalogenide, gemischte Anhydride oder unsubstituierte oder substituiene Aminoresie, spe- 
ziell G>- Aminoalkohole, fO- Aminocarbonsaurcn oder <D-Aminohalogenalkane scin konnen; 

es sich bei den Resten R6, R7, R8 t R9, RIO, Rll unabhangig voneinander urn Wasserstoff, Alkyl-, substhuierte Al- 
kylresie oder Halogenid, insbesonders Wasserstoff oder Alkykeste mil 1-10 C-Atomen, oder Sulfoalkylreste, ins- 
besonders Sulfomethylreste oder Chlor bzw. Ruor handelt 

und wobei X und Y Elektronenziehende Reste reprasentieren, oder X oder Y einen elektronenziehenden Rest und Y 
oder X ein Amin oder ein substituiertes Amin darstellen. 

2. Xanthenderivate gemaJJ Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die elektronenziehenden Rest aus den (Jrup- 
pen 

a) der Aryliden- bzw. Hcteroarylidencyanmethine, z. B. 2-Benzthiazolylidencyanmethine oder 2- bzw. 4-Chi- 
nolinylidencyanme thine oder 

h) der Malonsaurederi vate, z_ B. 2-Propyldinitril-Resten oder CyanoessigsSureeRter stammen. 

3. Xanthenderivat gemaB Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB X gleich V ist 

4. Xanthenderivat gemaB Anspruch ) und 2, dadurch gekennzeichnet, daB X ungleich Y isL 

5. Xanthenderivat gemaB Anspruch 1 , 2 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB X oder Y einen Amin-, bzw. substi- 
tuierten Amin-Rest bedeutet, und Y oder X jeweils einen elektronenziehenden Rest reprasentiert 

6. Xanthenderivate gemlB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB X oder Y ein Alkylsubstituiertes oder cycli- 
sches Amine bedeutet 

7. Xanthenderivate gemaB Anspruch 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens einer der Reste Rl bis Rll 
eine aktivierbare Gruppe, z. B. eine Carbons&ure oder Sulfonsauregruppe darstellt oder eine aklivierte ( jruppe, z. B. 
ein(en) Saureester, Saureanhydrid, S aurehalogenid oder N-Hydroxysuccinimidester darstellt. 

8. Xanthenkonjugat bestehend aus einem Xanthenderivat nach Anspriichen 1-7 sowie mindestens einemBiomole- 
kui. 

9. Xanthenkonjugat gemaB Anspruch 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die biologisch aktive Gruppe ein Hap- 
ten, Antigen, AnlikOrper oder Protein darstellt 

10. Xanthenkonjugat gemaB Anspruch 1-8, dadurch gekennzeichnet, daB das Biomolckul cin Mono- oder Polynu- 
kleotid darstellt 

11. Verfahren zur Bestimmung einer Substanz»bei welchem die spezifische Binderreakuon an diese Substanz Uber 
Veranderungen der Absorption, Fluoreszenz oder Fluoreszenzpolarisation ennittelt wird, dadurch gekennzeichnet, 
daB ein Konjugat gern&B Anspruch 8 oder 9 eingesetzt wird. 

12. Verwendung eines Konjugates gemaB Anspruch 9 ftir diagnostische Verfahren. 

13. Verwendung eines Konjugates gemaB Anspruch 10 in der Nucleinsaure-Analytik. 

14. \ferwendung der Konjugate geuiSB Anspruch 9 oder 10 in Energy-Transfer Systemen. 

15. Verwendung der Xanthenderivate gemaB Anspruch 1 bis 7 zum Farben von Latexpartikeln. 

16. Verwendung der Xanthenderivate gemaB Anspruch 1 bis 7 als in vivo-Farbstoffe. 

17. 'Verwendung der Xanthenderivate gemaB Anspruch 1 bis 7 als Laserfarbstoffe. 

18. Verfahren zur Herstellung der Xanthenderivate der Formel I gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
ytf-abgangsgroppensubsutuierte Xanthene oder Fluorane mil C-Nukleophilen (aus CH-aciden Nferbindungen) um- 
gesetzt werden. 



